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Genetic  control  of  in  vitro  regeneration  of  Eucalyptus  grandis
RESUMO
Com o objetivo de avaliar o controle genético da
regeneração direta in vitro a partir de plântulas de
Eucalyptus grandis ,  foram utilizadas sementes de 10
progênies de polinização aberta da população base, origem
Atherton, localizada em Anhembi, Estado de São Paulo.
Vinte dias de cultivo após a germinação, 196 segmentos
distais dos hipocótilos por progênie foram inoculados in
vitro num Delineamento em Blocos Completos Aleatorizado
Generalizado, com duas unidades experimentais por bloco e
sete repetições por bloco, usando a interação blocos por
progênie como estimadora do erro experimental. Após 14
semanas de cultivo, foram feitas avaliações da regeneração.
Houve diferenças significativas de regeneração entre as
progênies (P<0,0001) com extremos de regeneração de 11%
a 60%. A herdabilidade no sentido restrito entre as médias das
unidades experimentais do caráter foi alta (h2m=0,94), indicando
que houve um forte controle genético na regeneração in vitro
dentro da população. Houve também alta variabilidade dentro
da amostra estudada, assim como um forte efeito do progenitor
materno sobre a regeneração.
Palavras-chave: regeneração in vitro, controle genético,
Eucalyptus grandis, herdabilidade.
AbSTRACT
The genetic control of in vitro direct regeneration
was tested on seedlings of ten open-pollinated progenies from
the base population of Atherton origin of Eucalyptus grandis
at University of São Paulo (Brazil). Seeds were germinated in
vitro, after twenty days, distal hypocotyls segments from 196
seedlings per progeny were inoculated in culture media at
Generalized Complete Randomized Block Design, with two
experimental units per block and seven repetitions, using the
interaction blocks by progenies as an estimate of the
experimental error. At week 14 from the inoculation bud
induction was evaluated. Regeneration among progenies were
significantly different (P<0.0001). Regeneration varied from
11 to 60%. The narrow-sense heritability between means of
experimental units for in vitro regeneration was height.
(h2
m
=0.94), indicating a strong genetic control of the trait within
the population and also a high maternal effect. High variability
within the study sample was found.
Key words: in vitro regeneration, genetic control, Eucalyptus
grandis, heritability.
INTRODUÇÃO
O sucesso na exploração industrial de
eucaliptos no Brasil foi baseado, desde sua introdução
até o desenvolvimento da propagação clonal
(CAMPINHOS & IKEMORI, 1983) durante as últimas
décadas, nos programas de melhoramento. Nesse
contexto, a estimação de parâmetros genéticos, sua
comparação entre orígenes, progênies e métodos de
propagação e uso na predição de ganhos genéticos
são úteis no melhoramento (KAGEYAMA & KIKUTI,
1981, OSÓRIO et al., 2001).
A propagação in vitro tem contribuído na
regeneração de espécies, híbridos e clones de eucaliptos,
por meio da organogênese (BANDYOPADHYAY et al.,
1999; BARRUETO- CID et al., 1999; SARTORETTO et
al., 2002), embriogênese somática (BANDYOPADHYAY
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et al., 2000; HERVÉ et al., 2001; PINTO et al., 2002) e
brotação de gemas laterais SOBROSA & CORDER, 2003).
As diferenças entre progênies sugerem a existência de
fatores genéticos que controlam o caráter, estando
associados aos processos de desenvolvimento in vitro
(CHRISTIANSON & WARNICK, 1988). Além disso, a
nutrição mineral também participa na regulação
morfogênica (RAMAGE & WILLIAMS, 2002), assim
como o balanço dos reguladores de crescimento determina
o potencial de regeneração (ZAFFARI et al., 2000).
A regeneração de progênies a partir de
tecidos juvenis é uma alternativa para regenerar
progênies, comparar caracteres in vitro e in vivo, testar
clones a partir destas progênies e dispor de sistemas
de regeneração visando à transformação genética que
requer um sistema eficiente de regeneração.
Variações genéticas foram encontradas
entre famílias e dentro de famílias em Eucalyptus
grandis quanto à capacidade de formação de gemas
(SOBROSA & CORDER, 2003). RUAUD et al. (1999),
estudando a habilidade de enraizamento in vitro de
Eucalyptus globulus, detectaram variações genéticas
aditivas significativas, indicando que há um potencial
para o melhoramento deste caráter para esta espécie.
A maioria dos trabalhos que determinam
parâmetros genéticos em Eucalyptus grandis visa à
produtividade e a características da madeira
(KAGEYAMA & VENCOVSKY, 1983; OSÓRIO et al.,
2001; MORAES, 1987; SANTOS et al., 2004). O presente
trabalho teve como objetivo avaliar a variabilidade
genética e o caráter herdável da regeneração in vitro
de Eucalyptus grandis.
MATERIAL   E   MÉTODOS
As sementes utilizadas foram coletadas de
árvores matrizes com 23 anos de idade, de 10 progênies de
Eucalyptus grandis de polinização aberta, pertencentes à
população base de origem Atherton QLD/Austrália e
encontra-se no município de Anhembi (SP) Brasil.
Foram elaborados meios de cultura com o
meio basal de JADS (CORREIA et al., 1995) sem
hormônios de crescimento. Cada frasco teve 40mL de
meio e foram inoculadas 20 sementes por frasco e 16
frascos por progênie. As sementes foram desinfetadas
por uma hora com água sanitária comercial 100% (2-
2,5% p/v de NaOCl) com adição de 10 gotas de Tween
20 a cada 30mL do produto, seguido por seis lavagens
com água destilada e esterilizada. Das plântulas de 20
dias de idade, foram extraídos os hipocótilos distais
(uma porção do hipocótilo, da parte mais distal da raiz,
sem nó cotiledonar) de 0,7 a 1cm de comprimento e
inoculados no meio de cultura JADS (CORREIA et al.,
1995) com 0,5mg L-1 de ANA e 0,5mg L-1 de BAP, sendo
que o explante e o meio foram determinados
previamente (BRAVO, 2005). O pH dos meios foi
ajustado a 5,8 antes da esterilização em autoclave a
121ºC durante 20min. As culturas foram mantidas em
sala de crescimento durante os primeiros quatro dias
no escuro e posteriormente foram mantidas a 50μmol
m-2 s-1 de radiação fotossinteticamente ativa (PAR), sob
fotoperíodo de 12h e temperatura de 25±2ºC.
O delineamento experimental utilizado foi em
Blocos Completos Aleatorizado Generalizado (STEEL
& TORRIE, 1980), em que as progênies foram
aleatorizadas em sete blocos com duas repetições (dois
frascos) por bloco, usando a interação blocos por
progênie como estimadora do erro experimental. Em
cada frasco (unidade experimental), foram inoculadas
14 hipocótilos distais, totalizando 196 explantes
(genótipos) por progênie. A resposta de regeneração
(%) foi examinada por meio da análise da variância,
sendo que também foram calculados intervalos de
confiança. Os valores de probabilidade (P) obtidos
foram calculados pelo procedimento anova do Sistema
Computacional Estatístico SAS (1999).
O modelo utilizado para análise dos dados
foi: Yijk = m+ti+bj+eij+dijk, em que: Yijk -  valor da
observação k, no  tratamento i do bloco j; m - média da
população, sem considerar o efeito de tratamento; ti -
efeito devido à progênie i, com i=1,2,...,10; bj - efeito
devido ao bloco j, com j= 1,2,...,7; eij - efeito devido aos
fatores não-controlados,  na parcela que recebeu o
tratamento i, do bloco j; dijk - efeito da observação k,
dentro do tratamento i, no bloco j, com  k=1,2.
A tabela 1 apresenta o esquema da análise
da variância segundo o modelo anterior. Por essa
tabela, é possível perceber que o efeito de progênie é
testado com o erro experimental.
As unidades de análise para calcular a
herdabilidade foram as médias das parcelas. A
estimativa do coeficiente de herdabilidade no sentido
restrito foi calculada considerando as médias das
famílias, para o caráter em estudo.
As estimativas de variâncias genéticas e
ambientais e de parâmetros afins para a característica
regeneração in vitro  foram obtidas pela
decomposição do quadrado médio das progênies em
função da sua esperança matemática. Foram obtidas
as seguintes estimativas para obter o coeficiente de
herdabilidade:
                          ;                                                ;
     2ˆ dσ   : Variância dentro do bloco entre parcelas.
2
ˆ exp.2 dee
QMQM −=σ
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ˆ exp.2 epp
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O coeficiente de herdabilidade
correspondente a uma seleção entre as médias de meios-
irmãos foi obtido a partir da seguinte expressão
(VENCOVSKY & BARRIGA, 1992):
                                         ,
em que:     : componente da variância devido às
progênies;     : componente da variância do erro
experimental;      : componente da variância dentro do
bloco, entre parcelas; r: número de repetições; n: número
de parcelas por tratamento por bloco. Em todas as
análises estatísticas utilizadas no presente trabalho foi
utilizado o nível de significância de 5% (α=0,05).
RESULTADOS   E   DISCUSSÃO
Avaliação da capacidade de regeneração
das progênies
As progênies apresentam diferenças
significativas quanto à capacidade de regeneração in
vitro. O teste F relativo a progênies feito após
transformação dos dados, para a transformação arco
seno (                              ) forneceu o valor F=6,55** (gl
9; 54).
Na tabela 2 tem-se que os coeficientes de
variação para o erro experimental e para o erro dentro
foram C.V
e.exp
(%):36,8 e C.V
d
(%):29,6, respectivamente,
enquanto a Média geral da Regeneração ficou em
36,77.
Para as componentes da variância,
foram obtidos os seguintes valores,                              ,
   ,                              e assim o coeficiente de
herdabilidade foi de 0,946.
O erro experimental no ensaio da
regeneração in vitro dentro de cada progênie foi baixo,
como pode ser visto nos intervalos de confiança para
as médias de progênies da figura 1. A variabilidade
entre as progênies foi alta, variando desde 11% até 60
% de regeneração, indicando diferenças acentuadas
entre progênies (Tabela 1).
O coeficiente de variação experimental
(36,8%) de progênies para o caráter estudado foi alto,
porém, o número de repetições foi suficiente (Tabela 2)
para compensar essa baixa precisão, a qual
provavelmente deve-se ao fato que cada explante
representa um genótipo diferente dentro das progênies.
O quadrado médio que estima a variação
entre parcelas dentro de cada bloco também foi baixo
(Tabela 2), o que indica a ocorrência da homogeneidade
da regeneração entre as parcelas dentro do mesmo
bloco.
Como foram fixados o meio de cultura e o
explante e ante uma acentuada diferença de
organogênese entre progênies, isso indicaria que são
poucos (HENRY et al., 1994) e dispersos os genes que
estariam controlando este caráter dentro da população.
Em conseqüência, há influência do genótipo na
capacidade organogénica nestas progênies.  Estas
diferenças entre genótipos foram observadas tanto em
espécies arbóreas como herbáceas (PARK et al., 1993;
nrr
h
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=
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96,232ˆ 2 =pσ
29,32ˆ 2 =eσ 42,118ˆ 2 =dσ 
Tabela 1 - Esquema de análise da variância correspondente a uma seleção entre as médias das parcelas. 
 
Fonte de variação GL QM E(QM) 
Blocos b-1 QMb ------------ 
Progênies p-1 QMp 222
ped nbn σσσ ++  
Erro (b-1)(p-1) QMe.exp 22 ed nσσ +  
Erro dentro (n-1)bp QMd 2
dσ  
Total bpn-1   
 
 
Tabela 2 - Esquema de análise da variância correspondente a uma seleção entre as médias das parcelas. 
 
Fonte de variação GL SQ QM E(QM) 
Blocos 6   1647,1096   274,5182ns ------------ 
Progênies 9 31000,34 3444,4828*** 222
ped nbn σσσ ++  
Erro 54   9882,68   183,0127 22
ed nσσ +  
Erro dentro 70   8289,47   118,4210 2
dσ  
Total 139 50819,61  ------------ 
 
*** Significativo em nível de 0,05 pelo teste F. 
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LAINÉ & DAVID, 1994; NESTARES et al., 2002). Elas
poderiam servir para estudar outros caracteres in vitro
e correlacionar estes com os expressados in vivo. A
partir da observação da figura, 1 pode-se afirmar que a
variação genética entre progênies foi maior do que
dentro de progênies. Porém, a seleção para regeneração
in vitro deve ser mais eficiente entre médias de famílias
do que dentro de famílias, fato também observado por
SOBROSA & CORDER, (2003) e RUAUD et al. (1999)
no estudo da brotação e do enraizamiento in vitro em
E. grandis e E. globulus respectivamente.
Melhorar genótipos com caracteres in vitro,
como o enraizamento em Eucalyptus globulus,
reportado por RUAUD et al. (1999), abre a possibilidade
de transferir caracteres de interesse a genótipos mais
recalcitrantes, embora sejam limitados estudos em
eucaliptos ainda.
Os resultados indicam que é possível
trabalhar no melhoramento dos genótipos utilizados
no presente estudo. A variância genética aditiva foi o
maior componente da variância genética e a
herdabilidade estimada foi alta, indicando que a
estratégia de melhoramento por seleção recorrente
(KIELLY & BOWLEY, 1997) para o caráter regeneração
direta in vitro seria perfeitamente realizável.
A polinização nesta espécie é cruzada
(CHAIX et al., 2003), porém, a regeneração in vitro
nesta amostra, tem uma forte influência do progenitor
materno, pois a variabilidade dentro de cada progênie
foi pequena, como mostram os intervalos de
confiança. Dado que são poucos os genes que
controlam este caráter, há possibilidade de uma
relativamente rápida incorporação destes caracteres
em outros genótipos.
O quadrado médio baixo do erro experimental
indica que as condições in vitro foram ótimas para
diferenciar a alta variabilidade entre famílias quanto à
organogênese. No entanto, neste experimento não foi
demonstrado o efeito da interação genótipo e ambiente,
fato que acontece normalmente em sistemas de cultura
in vitro (NESTARES et al., 2002; GOPAL, 2001), o que
afetaria o coeficiente de herdabilidade.  O uso de
reguladores de crescimento, ANA e BAP (0,5mgL-1
cada), e o explante na regeneração destas progênies
foram eficientes.
CONCLUSÕES
A população base estudada apresenta
variabilidade genética entre as progênies de polinização
aberta aqui testada quanto ao caráter regeneração in
vitro, mostrando um potencial para ser explorado na
seleção, afim de transferir para genótipos superiores
que possam ser utilizados em programas de
melhoramento.
A herdabilidade encontrada entre progênies
dentro da amostra foi alta, indicando que 94 % da
variação da regeneração in vitro está relacionada a
fatores genéticos exploráveis no melhoramento.
Figura 1 - Regeneração in vitro a partir de hipocótilos distais de plântulas de 10 progênies de Eucalyptus
grandis. As colunas representam médias de regeneração e as barras apresentam intervalos de
confiança em nível de  95%.
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